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Des particules sériques de type coronavirus, l’antigéne Australia et des particules de Dane ont été 
traités par divers agents chimiques et des enzymes. Les effets ont été observés au microscope électronique. 
Les particules de type coronavirus, dépourvues d’une nucléocapside et apparemment d’acide nucléique, 
sont sans relations antigéniques avec l’antigéne Australia et semblent étre des phospholipoprotéines. 
Des particules similaires ont été trouvées dans des sérums de cobaye et au niveau de fractions lipopro- 
téiques de sérums humains, notamment dans les fractions HDL et VHDL. L’antigéne Australia qui 
parait dépourvu d’acide nucléique, et l’enveloppe des particules de Dane sont sensibles 4 la plupart des 
agents et se comportent comme des phospholipoprotéines. La phospholipase C provoque la formation 
d’anneaux. Les résultats différent notablement de ceux obtenus par d’autres auteurs. La capside des 
particules de Dane résiste 4 la plupart des agents. Elle est séparée de l’enveloppe par le Tween 80, l’urée 
et d’autres agents. Les particules de Dane semblent contenir de I’acide nucléique. 
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Expériences sur la nature de particules trouvées dans des cas d’hépatite virale: type coronavirus, 
antigéne Australia et particules de Dane. Can. J. Microbiol. 20: 193-203, 


Coronavirus-like serum particles, Australia antigen, and Dane particles were treated by various 
chemicals and enzymes. Results were studied by electron microscopy. Coronavirus-like particles have no 
nucleocapsid, no detectable nucleic acid, no antigenic relationships with Australia antigen, and seem to 
be phospholipoproteins. Similar particles have been found in sera of guinea pigs and in human lipo- 
proteins, especially in the HDL and VHDL fractions. Australia antigen which appears devoid of nucleic 
acid, and the envelope of Dane particles are sensitive to most agents and behave as phospholipoproteins. 
Phospholipase C produces ring-like structures. Results differ markedly from those obtained by other 
workers. The capsid of Dane particles is resistant to most agents. It is separated from the envelope by 
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Tween 80, urea, and other agents. Dane particles seem to contain nucleic acid. 


Introduction 


L’étude au microscope électronique de sérums 
de sujets atteints d’hépatite virale a permis de 


tRecu le 10 avril 1973. 

2Présenté en partie au 40° Congrés de !’ACFAS, 
Ottawa, Canada, septembre 1972, et a la 73° Réunion 
Annuelle de |’ American Society for Microbiology, Miami, 
Fla., mai 1973. 

ABREVIATIONS COURANTES: nm, nanometre; I.E.O.P., 
immuno-électro-osmophorése; SGOT, transaminase oxa- 
loglutamique; U.I., unité internationale; SGPT, trans- 
aminase phosphoglutamique; VLDL, “‘very low density 
lipoprotein”; LDL, ‘“‘low density lipoprotein’; HDL, 
“high density lipoprotein’; VHDL, ‘very high density 
lipoprotein”; SDS, dodécylsulfate de sodium; RNase, 
ribonucléase; DNase, déoxyribonucléase; ARN, acide 
ribonucléique; ADN, acide déoxyribonucléique. 


mettre en évidence différents types de particules: 
l’antigéne Australia classique, les particules de 
Dane (16) et, dans certains cas, des particules 
globuleuses d’environ 80 nm de diamétre et 
pourvues d’une frange. Ces particules, décrites 
comme ressemblant 4 des corona- ou des 
paramyxovirus, ont été observées dans des 
sérums et des coupes de foies humains (26, 42, 
43, 45, 49, 54), ainsi que dans le sérum de singes 
infectés artificiellement avec du sérum d’hépati- 
ques (7, 25). Jusqu’a preuve du contraire, ces 
particules pouvaient étre considérées comme 
agents possibles de l’hépatite virale, méme si 
leur présence doit étre interprétée avec prudence 
(51, 52, 53, 55). 
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Les essais de dégradation de l’antigéne Aus- 
tralia (4, 8, 12, 21, 33, 35, 36, 46, 47) comportent 
peu d’observations au microscope électronique 
et ne sont pas toujours concluants. En outre, les 
propriétés des particules de Dane, le candidat le 
plus probable 4 étre un virus d’hépatite (1, 2, 
13, 14, 17, 19, 28) sont trés peu connues. 

A partir de sérums de malades atteints d’hépa- 
tite aigué, nous avions obtenu des fractions riches 
en particules de type coronavirus, en antigéne 
Australia et en particules de Dane. Ceci nous 
incitait 4 entreprendre des essais de dégradation 
contrélée. Notre but était de rechercher si les 
particules de type coronavirus possédaient ou 
non une nucléocapside et, d’autre part, d’étudier 
au microscope électronique l’action de différents 
enzymes et de produits chimiques sur l’antigéne 
Australia et les particules de Dane. Des expé- 
riences additionnelles comprenaient la recherche 
de particules de type coronavirus dans d’autres 
sérums humains, dans des sérums de cobayes 
sains ou infectés avec des leptospires, et enfin 


dans des fractions lipoprotéiques de sérums - 


humains. 


Matériel et méthodes 


Sérums 

Toutes les expériences de dégradation sont faites sur 
deux sérums purifiés, riches soit en particules de type 
coronavirus, soit en antigéne Australia et particules de 
Dane. Ils proviennent respectivement des malades GI et 
LA, Agés de 24 et de 21 ans, tous les deux toxicomanes et 
atteints d’hépatite aigué avec présence d’antigéne Aus- 
tralia. Chez le malade GI, il s’agit probablement d’hépa- 
tite sérique. Dans les deux cas, l’évolution de la maladie 
n’a présenté aucune particularité. Au moment du préléve- 
ment de nos échantillons, les tests de laboratoire ont 
donné les résultats suivants: 


Malade GI LA 
Antigéne Australia 1:64 1:32 en I.E.O.P. 
SGOT 920 820 ULI. 
SGPT 670 1300 ULL. 
Bilirubine totale 5.4 4.5 mg% 


Des particules de type coronavirus sont recherchées 
dans 11 autres sérums bruts et des fractions purifiées, 
provenant de cas d’hépatite aigué (7) ou chronique (1), 
de porteurs sains d’antigéne Australia (2) et de sujets 
sains (1). Ces particules sont également recherchées dans 
des sérums de cobayes et dans des fractions de lipopro- 
téines sériques provenant de quatre cas d’hépatite aigué. 
Les sérums de cobaye proviennent de cing animaux et 
sont prélevés avant et aprés inoculation avec Leptospira 
icterohaemorrhagiae en broyat de foie; la derniére saignée 


a lieu 4 jours aprés l’infection, peu avant la mort des 
animaux qui survient le Se jour. 


Procédés de purification 

Les sérums humains et de cobaye sont traités d’aprés 
la méthode de Gerin er al. (21) modifiée. Elle comprend 
les étapes suivantes. 

(a) Ultracentrifugation de flottaison en gradient iso- 

pycnique (CsCl 1.1 a 1.4 g/ml, ultracentrifugeuse 

Spinco L2-65B, rotor SW-40, 40 000 t/min pendant 

18h, ou rotor SW-27, 25 500 t/min pendant 48 h, a 

+ 5°C). 

Tamisage des fractions antigéniques sur sépharose 6B 

(élution par tampon Tris-HCl] 0.1M, NaCl 0.5 M, 

pH 8.0). 

(c) Concentration sur membrane Amicon XM100 de la 

fraction de téte (du volume mort 4 la derniére fraction 

antigénique). 

Ultracentrifugation de sédimentation en gradient de 

CsCl (1.05 a 1.2 g/ml, rotor SW-27, 25500 t/min 

pendant 9 h 30 min). 

(e) Collection de fractions de 50 gouttes par le fond du 
tube et dialyse (NaCl 0.85% pendant 24h). Les 
particules de Dane sont récupérées dans les trois 
premiéres fractions. Le pool de ces fractions qui 
contient, d’aprés notre estimé, approximativement 
10® particules de Dane par millilitre, a un titre d’anti- 
géne Australia de } en I.E.O.P. et sert aux essais de 
dégradation et de coloration. Les préparations sont 
dépourvues de protéines humaines, tel que déterminé 
par immunodiffusion double et I.E.O.P. contre des 
antisérums anti-protéines sériques. Il est 4 noter que 
les sérums de cobaye ont subi les étapes a, b et c 
seulement. 

Dans certains cas, les préparations sont concentrées par 
ultracentrifugation (Spinco L, rotor SW-39, 30 000 t/min 
pendant 90 min) et lavées ou non en acétate d’ammonium 
(0.1 M, pH 7.2). 

Les lipoprotéines sériques sont fractionnées par ultra- 
centrifugation séquentielle dans des solutions de densité 
appropriée (24). Les fractions (VLDL, LDL, HDL et 
VHDL) correspondent respectivement 4 des densités de 
1.006, 1.063, 1.21 et > 1.21 g/ml de CsCl. 


Essats de dégradation et recherche d’acides nucléiques 

Les principaux produits et leurs conditions d’emploi 
sont groupés dans le Tableau 1, a l’exception des temps 
d@’incubation qui sont indiqués dans les Tableaux 2 et 3. 

De facon générale, produits et substrats sont mélangés 
dans des tubes vissés de 10 mm de diamétre et agités 
avant incubation. Les enzymes sont employés dans les 
conditions indiquées dans le catalogue de Worthington 
Biochemicals Co. Les mélanges sont examinés sans autre 
traitement, a ]’exception de ]’étude de l’action du SDS, du 
Tween 80 et de l’urée sur ]’antigéne Australia ot les échan- 
tillons sont centrifugés et lavés aprés incubation. L’action 
du pH est étudiée en traitant des spécimens sur grille, 
avec du phosphotungstate de pH 3 a 10. 

La recherche d’acides nucléiques se fait par microscopie 
électronique ou par fluorescence. Dans le premier cas, 
les préparations sont colorées par l’acétate ou le formiate 
d’uranyle, avec ou sans traitement préalable par la DNase 
ou la RNase. Pour la recherche de la fluorescence, les 
préparations centrifugées et lavées sont colorées a l’orange 
d’acridine d’aprés la technique de Bradley (11), et exami- 
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TABLEAU 1 
Relation 
agent/ 
Concn., substrat, Temp., 

Agent Fournisseur mg/ml gouttes pH °C 
Chloroforme Baker? 10:2 25 
Ether éthylique Squibb? 10:2 25 
Ether-éthanol, 1:1 v/v 10:2 4 
SDS BDH° 5 2:2 7.3 25 
Tween 80 Fisher? 10 2:2* 6.7 25 
Urée Baker 240 (4 M) 2:2* 7.2 25 
a-Amylase Worthington’ 1 2:2. 6.9 25 
Déoxyribonucléase GBI 1 2:2 7.0 37 
Lipase du germe de blé NBC? 1 2:2 5.0 37 
Lipase pancréatique Worthington 1 2:2 8.0 25 
Papaine BDH I 2:2 7.0 25 
Pepsine Fisher 10 2:2 3.0 37 
Phospholipase C Sigma! 1 2:2 7.0 37 
Ribonucléase GBI 1 232 5.0 37 
Trypsine Fisher 10 232 8.1 25 


Nore: *6:6 pour l’étude de l’antigéne Australia et des particules de Dane. 


«J, T, Baker Chemical Co., Phillipsburg, N.J. 
‘Squibb & Sons, Ltd., Montréal, Qué. 

«BDH Chemicals, Montréal, Qué. 

*Fisher Scientific Co., Montréal, Qué. 
«Worthington Biochemicals Co., Freehold, N.J. 
4General Biochemicals, Chagrin Falls, Ohio. 
*Nutritional Biochemicals Co., Cleveland, Ohio. 
4Sigma Chemical Co., St-Louis, Mo. 


nées avec une lampe Mineralight (Ultraviolet Products 
Inc., San Gabriel, Calif.). Les phages MS2, T2 et 6X174 
servent de témoins. 


Agglutinations 

Les affinités antigéniques des particules sont recherchées 
avec du sérum anti-Australia (Behringwerke A. G., 
Marburg-Lahn, Allemagne), d’aprés la technique de 
Kelen et a/. (31). La lecture est faite aprés 1 et 2 h. 


Microscopie électronique 

Les spécimens sont déposés sur des grilles de cuivre 
portant un film de formvar carboné. Les colorations sont 
généralement faites avec du phosphotungstate de sodium 
(2%, pH 7.0). D’autres colorants sont utilisés avec des 
buts spécifiques: l’acétate et le formiate d’uranyle (2%, 
pH 4.5) pour la recherche d’acides nucléiques, et Il’acide 
osmique (4%) pour la coloration de lipides osmiophiles; 
les durées de ces colorations sont indiquées dans le 
Tableau 3. Les colorations prolongées a l’acétate d’uranyle 
se font dans une chambre humide. Les préparations sont 
examinées 4 60 kV avec un microscope électronique 
Philips EM 300. L’appréciation des résultats est faite en 
comparant, par des examens répétés au moins deux fois, 
les échantillons traités par un méme agent avec un témoin 
non traité. Le critére le plus important est P’intégrité mor- 
phologique des particules, notamment la netteté de leur 
contour. Dans une moindre mesure, nous avons tenu 
compte aussi de leur fréquence apparente et relative. 


Résultats 


Les résultats des expériences avec les prépara- 
tions GI et LA sont résumés dans les Tableaux 2 
et 3, 


Particules de type coronavirus 

I. Sérum GI 

a. Particules non traitées (Figures 1 a 6)-— 
Le sérum GI contient des particules globuleuses 
de taille variable. Elles sont généralement rondes, 
d’un diamétre de 80 (60 4 105) nm, ou allongées, 
mesurant 45a 50 x 70a 90 nm, et elles montrent 
souvent une frange floue de 5 4 10 nm (Figures 1, 
2 et 4) qui se termine parfois en queue (Figures 5 
et 6). Il n’y a pas de spicules en forme de clou. 
Lorsqu’elles se trouvent dans une couche épaisse 
de phosphotungstate, les particules présentent 
parfois un halo uniforme (Fig. 3). Ces particules 
se rencontrent seules ou en petits groupes et 
peuvent étre reliées entre elles par un pont (Fig. 
2). En outre, le sérum GI contient la forme ronde 
de l’antigéne Australia. 

Les grandes particules, rares dans le sérum 
non fractionné et dilué (1:20), sont fréquentes et 
faciles 4 voir dans les préparations purifiées ou 
leur titre est estimé 4 10’ 4 10° par millilitre. 
Efles flottent surtout a Ja densité de 1.23 g/ml, 
mais se rencontrent dans toute la zone de 1.14 4 
1.28 g/ml. Elles ne sont pas agglutinées par le 
sérum anti-Australia. 

b. Expériences de dégradation (Tableau 2, 
Figures 12 4 18)—Les grandes particules résistent 
aux agents suivants: pH acide, «-amylase, lipase 
du germe de blé, pepsine et trypsine. L’action du 
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TABLEAU 2 
Expériences de dégradation 


Particules Particules de Dane 
de type Antigéne 
Agents Temps coronavirus Australia En général Enveloppe Capside 
pH3a8 1 min _- - — 
pH 9a 10 1 min + +++ +++ 
Chloroforme 30 min ++ ++ ++ d R? 
Chloroforme 2h- t++ xxx xx x 
Ether 30 min ++ + + d R 
Ether 2h oie aa @ ier ae a d R 
Ether-éthanol 18h xxx xxx xxx 
SDS 2et1&8h +44 +++ xxx 
Tween 80 2h 2 ++ ++ d R 
Tween 80 18h 4 +++ xxx 
Urée 2et 18h ? + + r R 
o-Amylase 2et 18h - - _ 
Lipase, germe de blé 2et18h - +++ +++ r R 
Lipase pancréatique 2h ++ + + r R 
Lipase pancréatique 18h ++ ++ ++ r R 
Papaine 2h + ++ + d R? 
Papaine 18h ++ +++ + d 
Pepsine 2h - + -—? 
Pepsine 18h -—? ++ + d R 
Phospholipase C 2h + ++ ++. r R 
Phospholipase C 18h ++ +++ +++ r R 
Trypsine 2h a ++ + d 
Trypsine 18h - xxx xxx 
Norte: h = heures, min = minutes; d = digestion, r = rupture, R = résistance; — = absence d’effet, +, +-+ et +-+-+ = degrés croissants 
de dégradation, x x x = disparition de toute particule. 
TABLEAU 3 
Colorations positives et fluorescence 
Particules 
de type Antigéne Particules 
Agents Temps coronavirus Australia de Dane 
Acétate d’uranyle 5 et 30 min - - + 
Acétate d’uranyle 6et 18h - - NT 
Formiate d’uranyle 5 et 30 min - - + 
DNase + AcU 2 et 18 h, et _ - + 
RNase + AcU 30 min (AcU) - - -? 
Chloroforme + AcU 30 et 30 min - NT NT 
Acide osmique 30 min (+) (—) (-) 
Orange d’acridine 5 min NT —F +F 
Nore: AcU = acétate d’uranyle; h = heures, min = minutes; NT = non testé; -+- et — = présence ou absence de 


coloration positive ou de fluorescence (+F, ~—F). 


Tween 80 et de Puree n’a pu étre interprétée. 
Leur présence sur les grilles génait beaucoup les 
observations, tandis que le manque de materiel 
empéchait de répéter les expériences dans d’autres 
conditions. 

Par contre, ces particules sont sensibles aux 
agents suivants: pH alcalin, chloroforme, éther, 
mélange éther-alcool, SDS, lipase pancréatique, 
papaine et phospholipase C. Les solvants des 
lipides sont les agents les plus actifs (Figures 13 
et 14). La digestion se manifeste surtout a la 
périphérie: les contours deviennent flous, et il y a 
accentuation des franges (Figures 12, 14, 17a et 


18). Les particules n’éclatent pas, et on ne ren- 
contre pas de membranes vides et encore moins 
un constituant interne quelconque, tout au plus 
de rares formes creuses 4 contour flou. Le stade 
final est une masse amorphe. Quelques agents 
donnent lieu 4 des effets particuliers: 
Chloroforme: polymorphisme extréme et gon- 
flement suivi de dissolution (Fig. 13). 
SDS: aplatissement (Fig. 15). 
Lipase pancréatique: formes transparentes, 
souvent pourvues d’une queue (Fig. 170). 
Phospholipase C: gonflement et aplatissement 
(Fig. 18). 
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c. Colorations positives (Tableau 3, Figures 19 
a 21)}—Tous les essais de coloration positive par 
lacétate ou le formiate d’uranyle ont été sans 
succés (Fig. 19), avec ou sans traitement préalable 
par la DNase ou la RNase, et ce méme aprés 
coloration prolongée jusqu’a 18 h. La combinai- 
son de chloroforme qui était employé dans le but 
“douvrir’” les particules et faciliter ainsi la 
coloration d’un composant interne éventuel, et 
d’acétate d’uranyle provoque la formation de 
membranes granuleuses (Fig. 20). L’acide os- 
mique colore trés faiblement les particules 
(Fig. 21). 


2. Autres sérums 

a. Sérums humains—Onze sérums ont été 
examinés. De grandes particules ont été obser- 
vées dans tous les huit cas d’hépatite, chez l'un 
des deux porteurs sains d’antigéne Australia, et 
chez un sujet sain. Toutefois, ces particules 
étaient rares ou différaient de celles du sérum 
GI; ainsi, un sérum contenait surtout des parti- 
cules allongées, et un autre des particules plates 
et larges de 120 nm. Pour ces raisons, les 
recherches ont été abandonnées; elles indiquent 
tout au plus que le sérum humain peut contenir 
des particules inconnues. [] est 4 noter que deux 
cas d’hépatite aigué étaient Australia-négatifs en 
LE.O.P., et que l’antigéne Australia fut décelé 
par microscopie électronique. 

b. Sérums de cobaye (Fig. 7a, b)—Les sérums 
de cobayes sains contiennent des particules mor- 
phologiquement identiques a celles du sérum GI. 
Toutefois, il y a relativement plus de particules 
allongées. Les mémes particules se rencontrent 
aussi aprés inoculation des cobayes avec L. ictero- 
haemorrhagiae, mais la leptospirose ne semble 
pas augmenter leur fréquence. 

c. Fractions lipoprotéiques de sérums humains 
(Figures 8 a J11)—En dehors des lipoprotéines 
normales, la plupart des quatre fractions, VLDL, 
LDL, HDL et VHDL, des quatre sérums con- 
tient des particules dont l’aspect et la taille sont 
comparables a celles du sérum GI. Elles sont 
relativement fréquentes dans les fractions HDL 
et VHDL dans lesquelles se retrouve également 
l’antigéne Australia. 


Antigéne Australia et particules de Dane (sérum 
LA) 
1. Particules non traitées (Figures 22 4 24 et 
30) 
Le sérum LA est riche en antigéne Australia 
et en particules de Dane. Les grandes particules 


de 80 nm de diamétre sont trés rares. L’antigéne 
Australia comprend des formes rondes de 20 nm 
de diamétre et des formes allongées, de méme 
diamétre mais de longueur variable (Fig. 22). 
Une faible proportion de ces deux variétés est 
creuse et pénétrée par le phosphotungstate. Les 
formes allongées sont polymorphes. Elles pré- 
sentent parfois des angles droits et des aspects 
bizarres, telle la particule illustrée dans la 
Figure 23 qui est peut-étre l’antigéne Australia 
le plus curieux qui ait été observé. En aucun cas, 
nous n’avons vu des sous-unités ou des stries 
transversales. 

Les particules de Dane sont généralement 
rondes, mais présentent parfois un contour 
hexagonal (Fig. 24). La moitié sont pleines. 
Aprés coloration au phosphotungstate, les par- 
ticules vides montrent les dimensions suivantes: 
diamétre total 45 nm, épaisseur de la couche 
externe ou “enveloppe” 6 nm, diamétre du com- 
posant interne ou “capside” 31 nm, épaisseur 
de la capside 2.5 4 3 nm. Enveloppe et capside 
sont séparées par une distance de 3nm. L’en- 
veloppe est flexible. La capside parait le plus 
souvent ronde et ne montre pas de sous-unités 
apparentes. Nous n’avons jamais rencontré des 
particules enroulées en spirale. L’antigéne Aus- 
tralia et les particules de Dane sont agglutinés 
par Je sérum anti-Australia (Fig. 30). 


2. Expériences de dégradation (Tableau 2, 
Figures 25 a 29 et 33 a 43) 

Antigéne Australia et particules de Dane sont 
sensibles 4 tous les agents du Tableau 2, a 
lexception du pH acide et de I’a-amylase. Les 
solvants des lipides sont trés efficaces (Figures 33 
et 34), tandis que la lipase pancréatique et la 
pepsine (Figures 39 et 41) ont relativement peu 
d’effet. 

La réponse de I’antigéne Australia aux diffé- 
rents agents est assez uniforme. Les formes 
rondes et allongées se comportent de la méme 
fagon. La digestion commence généralement 4 
la périphérie: |’antigéne Australia perd ses con- 
tours, devient flou et semble se dissoudre (Fig. 
33). Le stade final qui n’est pas toujours atteint, 
est une masse amorphe et granuleuse; cependant, 
il arrive qu’éa cété de particules digérées 4 peu 
prés complétement, on en observe d’autres qui 
sont plus ou moins intactes (Fig. 34). L’effet 
maximal des enzymes est généralement visible 
aprés 2h. Plusieurs agents ont un effet particu- 
lier: 
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pH alcalin, SDS, Tween 80 et urée: aplatisse- 
ment et apparition de formes creuses 
(Figures 35 a 37). 

Phospholipase C: a cdté d’antigéne Australia 
digéré (Fig. 42a), apparition de nombreux 
anneaux complets ou incomplets (Fig. 425), 
groupés en amas ou isolés, mesurant 40 nm 
de diamétre et 5 nm d’épaisseur et composés 
de deux feuillets séparés par un espace de 
2nm. Ces anneaux se rencontrent aussi 
aprés traitement de fractions ne contenant 
que de /’antigéne Australia. La solution- 
témoin de phospholipase C ne contient que 
de minces filaments droits. 

Si les particules de Dane sont sensibles aux 
mémes agents que l’antigéne Australia, ceci est 
vrai surtout pour leur enveloppe qui devient 
généralement floue et semble se dissoudre. L’urée 
et les lipases cependant causent surtout une 
rupture de l’enveloppe qui garde des contours 
nets (Figures 25, 38 et 39). En outre, aprés 
traitement par la phospholipase C et la lipase 
pancréatique, nous avons observé des particules 
partiellement digérées qui montrent des spicules 
a la place de l’enveloppe (Figures 26 et 27). 

La capside est beaucoup plus résistante que 
Venveloppe. Elle résiste notamment au Tween 80 
(Fig. 28), a ’'urée (Fig. 29) et aux lipases (Figures 
25 a 27, 38 et 39). L’action de la papaine et de la 
trypsine n’a pu étre déterminée. Aprés digestion 
de l’enveloppe, nous avons parfois observé des 
capsides hexagonales ou pentagonales (Figures 
28 et 29). 


3. Colorations positives et fluorescence (Tableau 
3, Figures 31 et 32) 

L’acétate et le formiate d’uranyle colorent 
lantigéne Australia et la plupart des particules 
de Dane en négatif, en les épaississant (Fig. 31). 
Ainsi, le diamétre de l’antigéne Australia devient 
23 nm et celui des particules de Dane 48 nm. 
Chez ces derniéres, l’enveloppe est épaissie et 
atteint 8 4 10 nm de largeur. Si les particules de 
Dane sont suffisamment isolées, on observe chez 
une partie d’entre elles une faible coloration 
positive (Fig. 32). Le traitement préalable 4 la 
DNase est sans effet visible, tandis que la RNase 
semble entrainer la disparition de la coloration 
positive. Antigéne Australia et particules de 
Dane ne sont guére colorables par l’acide 
osmique. 

Aprés coloration par l’orange d’acridine, les 


préparations riches en particules de Dane pré- 
sentent une faible fluorescence rouge. Celle-ci 
est absente des fractions riches en antigéne 
Australia seulement et provenant du méme 
malade. Toutefois, cette fluorescence disparait 
aprés traitement par l’acide molybdique ou 
acide tartrique. 


Discussion 


Une étude morphologique de particules rondes 
ou polymorphes et plus ou moins inconnues 
comporte de grandes difficultés d’interprétation. 
Ainsi, des particules intactes sont plus faciles 4 
déceler que des particules digérées, et l’apprécia- 
tion des résultats, nécessairement subjective, a 
été parfois difficile. Par contre, il est 4 souligner 
que la présence d’enzymes ne géne pas les 
observations. 


Particules de type coronavirus 

Les grandes particules du sérum GI ressem- 
blent étroitement 4 celles décrites par Zucker- 
man et al, (54) et, dans une moindre mesure, a 
celles observées par Stannard et al. (45) dans le 
sérum humain. Elles différent cependant des 
particules rencontrées dans le sérum de singes 
(7). Nous ne pouvons nous prononcer sur les 
autres observations, faites sur des coupes de 
foie (42, 43) ou publiées sans photos (25) ou 
encore sous forme de communications person- 
nelles (in 51). Ul est 4 noter que Wright (49), ayant 
observé les mémes particules que Zuckerman et 
al., n’a pu établir de corrélation entre elles et des 
maladies du foie. 

Ces particules ne ressemblent que trés vague- 
ment 4 des coronavirus authentiques (3, 9, 10, 
30, 34, 38). Par contre, elles sont morphologique- 
ment voisines de celles que nous avons observées 
dans les sérums de cobayes et dans les fractions 
lipoprotéiques de sérums humains. Des particules 
similaires sont présentes dans la fraction VLDL 
de sérums humains et de rat (22, 23). Dans ce 
travail, elles ont été observées essentiellement 
dans les mémes fractions que J’antigéne Aus- 
tralia: HDL et VHDL. Ceci explique qu’on les 
retrouve dans les fractions purifiées du sérum GI. 
Cependant, leur présence dans les quatre frac- 
tions VLDL 4 VHDL indique qu’elles sont 
hétérogénes, et on ne peut les assigner a une 
fraction lipoprotéique précise. 

Les essais de dégradation n’ont pas permis de 
mettre en évidence une nucléocapside. Les seules 
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modifications visibles sont l’accentuation de la 
frange ou la dissolution pure et simple des 
particules. L’éther et le SDS ne causent ni leur 
rupture ni la formation de membranes comme 
chez des coronavirus authentiques (9, 30). En 
outre, il n’y a pas de coloration positive méme 
aprés 18 h, alors que 6 h suffisent pour colorer de 
petits virus cubiques 4 ARN (27). D’aprés les 
résultats des digestions enzymatiques, les parti- 
cules se comportent comme des phospholipo- 
protéines avec prédominance des lipides, con- 
tenant des phosphatides, de la lécithine et des 
acides gras. Leur faible colorabilité par l’acide 
osmique indique qu’elles sont pauvres en acides 
gras non saturées. Nous pouvons en conclure 
que jes grandes particules du sérum GI sont des 
lipoprotéines et non pas des corona- ou des para- 
myxovirus; les assimilations faites par d’autres 
auteurs (7, 25, 26, 42, 43, 45, 54) restent a 
prouver. 


Antigéne Australia 

Les résultats des essais de dégradation démon- 
trent la nature lipoprotéique de l’antigéne Aus- 
tralia. Ainsi, sa structure est affectée par les sol- 
vants des lipides, les lipases et les protéases 
essayées. Ces résultats sont en accord, notam- 
ment en ce qui concerne la présence de phospho- 
lipides (33), avec ceux d’autres auteurs qui ont 
étudié la composition de l’antigéne Australia 
par des méthodes biochimiques (18, 20, 29, 33, 
46), physicochimiques (6, 36, 46) et histochimi- 
ques (28). Des acides gras non saturés sembient 
étre absents. Nous n’avons pu assigner une 
localisation précise aux constituants lipidiques 
ou protéiques, bien que les résultats de Kim et al. 
(33) indiquent qu’au moins une partie des lipides 
se trouve a la surface des particules. 

En comparant nos résultats 4 ceux d’autres 
auteurs qui ont fait des essais de dégradation (Ta- 
bleau 4), on constate la rareté des observations au 
microscope électronique et des différences impor- 
tantes. Celles-ci s’expliquent en partie par les 
modes d’investigation employés: les méthodes 
immunologiques se référent a I’activité biologi- 
que, tandis que la microscopie électronique per- 
met de noter des altérations de structure. En 
outre, les conditions d’expérimentation (con- 
centration des agents, température et durée d’in- 
cubation) varient d’un auteur 4 l’autre, et il est 
a4 noter que les résultats des tests inmunologiques 
n’ont pas toujours été quantifiés. En ce qui con- 


cerne le présent travail, nous avons délibérément 
choisi des concentrations élevées d’enzymes et 
prolongé le temps d’incubation. Néanmoins, il 
parait que certains agents comme lurée, la 
lipase pancréatique, la trypsine et peut-étre aussi 
la lipase du germe de blé affectent la morphologie 
des particules en laissant apparemment intacte 
leur activité antigénique. On doit tenir compte de 
ces faits lors de la purification de l’antigéne 
Australia dans le but d’études biophysiques et 
biochimiques. 

Par ailleurs, nous avons confirmé que le Tween 
80 provoque l’apparition de formes creuses (4), 
mais ceci est un phénoméne plus général, causé 
aussi par le pH alcalin, le SDS et l’urée. Cepen- 
dant, nous n’avons pu confirmer que !’éther et le 
chloroforme n’affectent pas l’antigéne Australia 
(36), ou encore que sa forme allongée soit 
sélectivement détruite par I’éther (8). 

L’observation la plus intéressante est cepen- 
dant l’apparition, aprés traitement par la phos- 
pholipase C, d’anneaux réguliers. Ces anneaux 
sont trop nombreux pour provenir uniquement 
de l’enveloppe des particules de Dane et se 
retrouvent dans des préparations ne contenant 
que l’antigéne Australia classique. Des anneaux 
identiques ont été observés, toujours aprés traite- 
ment par la phospholipase C, dans des prépara- 
tions d’érythrocytes (32), du virus grippal (39, 
40), du virus de Rauscher (32, 37) et du virus 
de la stomatite vésiculeuse (41). Ils sont formés 
par l’assemblage d’une substance non identifiée, 
présente dans les préparations de l’enzyme, et de 
cholestérol ou de sphingomyéline (40). Ces deux 
composés étant présents dans l’antigéne Aus- 
tralia (33), les anneaux que nous avons observés 
sont donc des produits de cette méme réaction. 

Nos résultats de coloration par des sels d’ura- 
nyle indiquent que l’antigéne Australia ne con- 
tient pas d’acide nucléique, en contradiction avec 
le travail de Jézwiak et al. (29) qui ont trouvé 5% 
d’ARN, Plus récemment, Brzosko et al. (12) ont 
affirmé que l’antigéne Australia est sensible a la 
RNase, mais sans explications ou photographies 
a lappui. Par contre, la présence d’acides 
nucléiques n’a pu étre confirmée par analyse 
chimique (36), par absorption de lumiére ultra- 
violette (20, 36) ou par coloration (28), et elle est 
peu compatible avec la faible densité de l’anti- 
géne (36). En outre, il n’y a pas de fluorescence 
aprés coloration par l’orange d’acridine. Comme 
d’autres auteurs, nous pensons donc que I’anti- 
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TABLEAU 4 
Comparaison des essais de dégradation 
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Résultats 
Travaux antérieurs Ce travail 

Références Agent mg/ml* PA ME ME 
21, 33 pH2a5 - NT _ 
33 pH 9a 10 - NT + 
36 Chloroforme ? + = f: 
21, 33 Ether 20% - NT 

8 Ether 50% NT + + 
36 Ether ? + - 
33 SDS let 5 = NT + 
21, 33 SDS 10 et 20 + NT 

3, 35 Tween 80 5 et 20 NT + ce 
21 Tween 80 10 ~~ NT 
33, 46, 47 Urée 6et 8M - NT + 
35 a-Amylase ? ~ NT - 
35 Lipase, germe de blé ? - NT + 
33 Lipase pancréatique 0.3 - NT + 
33 Pepsine 0.2 = NT + 
35 Phospholipase C ? - NT + 
33, 35 Trypsine 0.5 et ? - NT + 

Nore: * = sinon indiqué autrement; PA = propriétés antigéniques, généralement déterminées par immuno- 
diffusion ou fixation du complément; ME = microscopie électronique; NT = non testé; + et — = présence 


ou absence d’effets, 


géne Australia n’est pas un virus (17, 35, 48), 
mais du matériel viral synthétisé en excés (1, 2, 
4, 13, 14, 16, 20, 28, 36). 


Particules de Dane 

Les dimensions des particules de Dane sont 
légérement supérieures 4 celles des meilleures 
descriptions (16, 28); de telles divergences sont 
courantes en microscopie électronique. Nous 
avons confirmé la présence de capsides hexago- 
nales ou pentagonales (16, 50) indiquant une 
structure tcosaédrique, mais non pas de sous- 
unités globuleuses (28) ou de particules en- 
roulées en spirale (17, 55). 

L’enveloppe des particules de Dane, sensible 
aux mémes agents que l’antigéne Australia, est 
probablement de nature lipoprotéique. Ce fait 
était d’ailleurs 4 prévoir, puisque les particules 
de Dane sont agglutinées par le sérum anti- 
Australia (1, 2, 15, 16, 17, 19, 28), tandis que la 
présence de lipides avait été suggérée par la 
colorabilité de l’enveloppe au permanganate de 
potassium (28). Quant aux spicules observées 
aprés traitement par la phospholipase C et la 
lipase pancréatique, elles peuvent représenter des 
sous-unités ou des macromolécules ayant résisté 
4 la digestion. 

La capside est beaucoup plus résistante que 


Penveloppe et résiste a l’éther et aux lipases. Ceci 
indique qu’elle est de nature protéique. Elle peut 
étre séparée de l’enveloppe par le Tween 80, 
ce qui confirme les observations d’Almeida er al. 
(4). D’autres agents, surtout l’urée, ont le méme 
effet et peuvent étre utilisés pour préparer des 
capsides isolées. 

De méme que Jokelainen ef al. (28), nous avons 
obtenu une coloration positive par l’acétate 
d’uranyle, indiquant la présence d’acides nucléi- 
ques et peut-étre d’ARN: la coloration observée 
a été faible, et lon sait que les virus 4 ARN se 
colorent mal a l’acétate d’uranyle (27, 44). Nos 
expériences de digestion par la DNase et la 
RNase suggérent aussi la présence d’ARN, mais 
ne sont pas concluantes. Pour en étre certain, il 
faudrait disposer de préparations ne contenant 
que des particules pleines, seules susceptibles de 
contenir de l’acide nucléique. L’orange d’acridine 
indique également que les particules de Dane 
contiennent de l’acide nucléique. La fluorescence 
rouge suggére qu’il s’agit d’ADN ou d’ARN 
monocaténaire (11). Cependant, la fluorescence 
ayant disparu aprés traitement par l’acide molyb- 
dique ou l’acide tartrique, nous n’avons pu 
trancher entre ces deux constituants possibles. 
Ces expériences doivent étre reprises avec des 
préparations plus riches. En conclusion, nous 
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pensons que nos résultats appuient I’hypothése de 
la nature virale des particules de Dane. 
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EXPLICATION DES FIGURES 


Fics. 1 4 11. Particules de type coronavirus non traitées; phosphotungstate de sodium; x 297000. Les 
traits représentent 100 nm. Figs. 1 4 6. Particules du sérum GI. Noter le pont en Fig. 2, le halo en Fig. 3 et 
les queues sur les Figures 5 et 6. Fig. 7. Particules rencontrées dans le sérum de cobayes sains (a) ou infectées 
avec des leptospires (6). Figs. 8 4 11. Particules trouvées dans les fractions lipoprotéiques de sérums humains: 
fraction VLDL (Figures 8 et 9), HDL (Fig. 10) et VHDL (Fig. 11). Les Figures 8 et 9 montrent probablement 
des lipoprotéines normales et illustrent le risque de confusion entre lipoprotéines et particules de type 
coronavirus. Comparer les Figures 6 et 8. 

Fics. 12 4 21. Particules du sérum GI aprés dégradation et essais de coloration positive. Figs. 12 4 18. 
Phosphotungstate de sodium. Figs. 19 et 20. Acétate d’uranyle. Fig. 21. Acide osmique. x 297 000. Les traits 
représentent 100 nm. h = heures, min = minutes. Figs. 12 a 18. Expériences de dégradation. Fig. 12. pH 9; 
Figs. 13a et 6, Chloroforme, 2 h. Figs. 14a et b. Ether, 2h. Fig. 15. SDS, 18 h. Fig. 16. Papaine, 18 h. Figs. 
17a et b. Lipase pancréatique, 2 h. Fig. 18. Phospholipase C, 18 h. Noter l’accentuation de la frange (Figs. 
12, 14, 17a et 18), Pabsence d’un composant interne (Fig. 13) et des particules devenues transparentes (Fig. 
176, fléches). Figs. 19 4 21. Essais de coloration positive. Fig. 19. Acétate d’uranyle, 30 min; l’acétate d’uranyle 
donne lieu 4 une coloration négative seulement; les particules traitées par la DNase ou la RNase présentent 
le méme aspect. Fig. 20. Chloroforme, 30 min, et acétate d’uranyle, 30 min. Fig. 21. Acide osmique, 30 min; 
la Figure est artificellement contrastée. 

Fics, 22 a 32. Antigéne Australia et particules de Dane non dégradés, structure des particules de Dane et 
coloration positive. Figs. 22, 31 et 32, Acétate d’uranyle. Figs. 23 a 30. Phosphotungstate de sodium. Fig. 22. 
x 148 500. Figs. 23 a 32. x 297 000. Les traits représentent 100 nm. h = heures, min = minutes. Figs. 22 a 
24, 30 et 31. Particules avant dégradation. Fig. 22. Aspect général des préparations. Fig. 23. Antigéne Australia 
d’aspect inhabituel. Figs. 24, 30 et 31: voir plus bas. Figs. 24 a 30. Structure des particules de Dane. Fig. 24. 
Particule non traitée, pleine et 4 contour plus ou moins hexagonal. Fig. 25. Rupture de l’enveloppe et libéra- 
tion d’une capside pleine, phospholipase C, 18 h; cette photographie rare montre que les particules pleines 
possédent effectivement un composant interne et ne sont pas des lipoprotéines. Figs. 26 et 27. Apparition de 
spicules aprés digestion de l’enveloppe; phospholipase C et lipase pancréatique, 18h. Fig. 28. Capside 
hexagonale; Tween 80, 2 h. Fig. 29. Capside pentagonale; urée, 2 h, 4 gauche. Fig. 30. Antigéne Australia et 
une particule de Dane agglutinés par du sérum anti-Australia; les spicules correspondent a des anticorps. 
Fig. 31. Coloration négative par l’acétate d’uranyle; une des deux particules de Dane est vide et pénétrée par 
le colorant, tandis que l’intérieur dela particule pleine est resté incolore. Noter l’épaississement des structures 
et comparer avec Fig. 23. Fig. 32. Coloration positive par l’acétate d’uranyle seul, 15 min, et aprés traitement 
par la DNase, 18 h, 4 droite. 
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Fics. 33 a 43. Antigéne Australia et particules de Dane dégradés; phosphotungstate de sodium; x 297 000. 
Les traits représentent 100 nm. h = heures. Fig. 33. Chloroforme, 2 h. Fig. 34. Ether, 2h; remarquer les 
restes de particules allongées (fiéches). Fig. 35. SDS, 18 h. Fig. 36. Tween 80, 18 h. Fig. 37. Urée, 2 h; noter 
les formes creuses sur Jes deux derniéres Figures. Fig. 38. Lipase du germe de blé, 18 h; remarquer I’épaississe- 
ment des enveloppes des particules de Dane. Fig. 39. Lipase pancréatique, 18 h: antigéne Australia et une 
particule de Dane éclatée. Fig. 40. Papaine, 2h. Fig. 41. Pepsine, 18 h: présence de particules intactes ou 
fortement digérées. Fig. 42. Phospholipase C, 2 et 18 h: antigéne Australia digéré (a) et anneaux en amas (6); 
remarquer les filaments qui semblent représenter la phospholipase C elle-méme (fléche). Fig. 43. Trypsine, 
2h: deux particules fortement endommagéees. 


Note: Les figures 1-43 suivent. 
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